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Печеночная недостаточность разного генеза –
одна из ключевых проблем современной гепато-
логии. Для радикального лечения больных с такой
патологией необходима пересадка гистосов-
местимой печени. Однако при существующем
дефиците органов для трансплантации иссле-
дуются новые методы решения этой проблемы. В
связи с этим трансплантацию изолированных кле-
ток все чаще рассматривают как альтернативу
пересадке целого органа.
Экспериментально установлено, что зрелые
гепатоциты (Гц) эффективно выполняют органо-
заместительную функцию [9, 10], однако основной
проблемой при их трансплантации является
медленное деление клеток после пересадки, а так-
же необходимость иммуносупрессии. В этом ас-
пекте перспективный материал для трансплан-
тологов – клетки фетальной печени (КФП) раннего
срока гестации, которые имеют ряд преимуществ
перед зрелыми клетками печени: высокую проли-
феративную активность, низкую иммуногенность
и способность дифференцироваться в специали-
зированные клетки разных типов для компенсации
метаболических нарушений. Кроме того, КФП со-
держат и продуцируют стадиоспецифические био-
логически активные соединения [15], которые мо-
гут оказывать положительное воздействие на по-
врежденную печень.
Важная составляющая деструктивных измене-
ний в печени при хронических гепатитах и цир-
розах – нарушение регуляции перекисных процес-
сов: активация свободнорадикального окисления,
истощение антиоксидантных систем защиты [3].
Влияние аллотрансплантации криоконсервирован-
ных ГП и КФП на состояние прооксидантно-анти-
оксидантного гомеостаза организма животных с
циррозом печени практически не изучено.
Цель представленнной работы – установить
особенности действия криоконсервированных кле-
ток печени разной степени зрелости на состояние
систем перекисного окисления липидов и биохи-
мические показатели крови в условиях аллотранс-
плантации крысам с экспериментальным циррозом.
Материалы и методы
В экспериментах использовали белых беспо-
родных крыс. Содержание животных и экспе-
риментальные манипуляции проводили согласно
правилам “Европейской конвенции о защите поз-
воночных животных, используемых в экспери-
ментальных и других научных целях” (Страс-бург,
1985). Все хирургические операции на живот-ных,
включая декапитацию, проводили под ингаля-
ционным эфирным наркозом.
Клетки для трансплантации выделяли из печени
взрослых 6-месячных крыс и 13-14-дневных
эмбрионов крыс в стерильных условиях нефер-
ментативным методом [4] и криоконсервировали
под защитой 5%-го ДМСО с использованием прог-
раммного замораживания. Клеточные суспензии
отогревали непосредственно перед введением.
Жизнеспособность клеток после отогрева состав-
ляла не менее 60% (тест с окрашиванием трипа-
новым синим).
Цирроз формировали путем внутрибрюшинных
инъекций CCl4 (разведение 1:1 в масле) из расчета
0,2мл/100 г дважды в неделю в течение 3 месяцев.
Через 10 дней после отмены инъекций ССl4 живот-ным внутриселезеночно вводили КФП крыс
(10 млн/0,3 мл) или Гц крыс (10 млн/0,3 мл).
Контрольной группе (ложная трансплантация) внут-
риселезеночно вводили среду криоконсервирования
клеток в эквивалентном объеме. Срок наблюдения
после трансплантации (Тц) составил 4 недели.
Перед операцией и каждую неделю после ТЦ в
сыворотке крови животных измеряли активность
лактатдегидрогеназы (ЛДГ), содержание альбуми-
на (набор: Sigma, USA) и общего билирубина (ОБ)
(набор: Vector-Best, Russia).
Животных выводили из опыта декапитацией
через 4 недели после трансплантации, печень из-
влекали, охлаждали и выделяли постмитохонд-
риальную фракцию.
Об активности перекисных процессов судили
по содержанию гидроперекисей липидов (ГПЛ) в
плазме крови [7] и постмитохондриальной фракции
печени [6].
Состояние антиоксидантных систем оценивали
по изменению антиокислительной активности
(АОА) плазмы крови и активности антиоксидант-
ных ферментов печени. АОА плазмы крови опре-
деляли по способности плазмы тормозить накоп-
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ление ТБК-активных продуктов перекисного
оксиления липидов (ПОЛ) в суспензии желточных
липопротеидов [1]. Активность Se-зависимой глу-
татионпероксидазы и глутатионредуктазы в
постмитохондриальной фракции печени определяли
спектрофотометрически по убыли NADPH [2],
активность каталазы – по убыли H2O2 [12],активность супероксиддисмутазы  – как описано
в [8]. Все измерения проводили на спектрофо-
тометре “Specord UV VIS” при 37°C.
Содержание белка в гомогенатах печени опре-
деляли по методу Лоури в модификации Миллера.
Полученные результаты обрабатывали статис-
тически с использованием критерия Манна-Уитни
[5]. Результаты считали достоверными при условии
P<0,05.
Результаты и обсуждение
В процессе формирования экспериментальной
хронической патологии печени погибло 40 %
животных, что типично для этой модели [13].
Морфологический контроль сформированной экс-
периментальной модели проводили через 10 дней
после окончания курса инъекций CCl4. На гисто-логических срезах печени, окрашенных гематокси-
лином и эозином, наблюдались серьезные патологи-
ческие изменения органа: нарушение трабекуляр-
ной структуры печеночных сегментов, фиброз,
воспаление. Таким образом, отмечались все приз-
наки развитого цирроза.
Экспериментальные животные находились под
наблюдением в течение 4 недель после внутри-
селезеночной инъекции. Восстановительный пе-
риод наиболее тяжело протекал у животных с лож-
ной трансплантацией (контрольная группа), где
выживаемость была самой низкой и составляла
67%. Выживаемость крыс с циррозом печени су-
щественно увеличивалась при трансплантации
КФП (до 88%), а введение Гц предотвращало их
гибель полностью.
Исследование биохимического профиля сыво-
ротки крови у животных с циррозом печени перед
внутриселезеночным введением выявило значи-
тельные изменения, свидетельствующие о функ-
циональных и некротических нарушениях печени.
В этот период содержание альбумина было сни-
жено в 1,5 раза (р<0,05), активность ЛДГ и содер-
жание общего билирубина увеличены в 2,4 (р<0,05)
и 2 (р<0,05) раза по сравнению с соответствующими
показателями интактных животных (альбумин
42,8±2,5 г/л; ЛДГ 234±30 Е/л; билирубин 7±0,6
мкмоль/л).
Изучение биохимических показателей крови
после трансплантации выявило следующие изме-
нения. Содержание альбумина в контрольной груп-
пе через 1 неделю после ложной трансплантации
снижалось на 30 % по сравнению с исходным
уровнем, а затем постепенно возрастало. Через 4
недели этот показатель составлял 27±3,2 г/л
(рис. 1). Было установлено, что после трансплан-
тации аллогенных криоконсервированных клеток
независимо от степени их зрелости уровень альбу-
мина увеличивался на 50 % (р<0,05) по сравнению
с контролем уже через 1 неделю после введения.
При этом у группы животных, которым вводили
Гц, этот показатель оставался на одном уровне до
конца срока наблюдения – через 4 недели содер-
жание альбумина составляло 30,4±2,4 г/л. Транс-
плантация КФП проявляла свое максимальное
действие в отношении данного показателя на 3-4
неделе, когда уровень альбумина достигал 36±1,2
г/л (р<0,05 по отношению к контролю).
Активность ЛДГ в контрольной группе остава-
лась в 2,7-1,7 раза выше, чем у интактных живот-
ных в течение всего срока наблюдения. При введе-
нии ГЦ изменение активности фермента имело
волнообразный характер: через 2 недели после
трансплантации активность ЛДГ была в 1,7 раза
ниже, чем в контроле, а через 4 недели достоверно
от него не отличалась. Динамика активности
фермента после трансплантации КФП имела сход-
ный характер.
Содержание общего билирубина в контрольной
группе не изменялось через 1 неделю после
операции, а затем постепенно снижалось, оста-
ваясь при этом достоверно выше, чем у интактных
животных. Трансплантация гепатоцитов эффектив-
но снижала уровень билирубина через 1 неделю
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Рис. 1. Динамика содержания альбумина в сыворотке
крови крыс с экспериментальным циррозом в контроле
(ложная трансплантация) (1), после аллотрансплантации
криоконсервированных гепатоцитов (2) и клеток
фетальной печени (3).
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на 40% (р<0,05), а затем значение этого показа-
теля существенно не отличалось от контроля. Вве-
дение КФП не оказывало значительного влияния
на изменение этого показателя.
Известно, что развитие цирроза печени, инду-
цированное введением малых доз тетрахлор-
метана, сопровождается активацией свободнора-
дикальных процессов в тканях и изменением
статуса антиоксидантных систем. Влияние Гц и
КФП на состояние прооксидантно-антиоксидант-
ного равновесия в организме крыс исследовали
через 4 недели после их трансплантации.
Содержание гидроперекисей липидов (ГПЛ) в
плазме крови крыс контрольной группы через 4
недели было почти в два раза выше, чем у интакт-
ных животных, а АОА крови была снижена в 2,7
раза. Эти данные свидетельствуют о значитель-
ном нарушении прооксидантно-антиоксидантного
равновесия в организме животных с эксперимен-
тальным циррозом. Введение криоконсервирован-
ных ГЦ и КФП приводило к достоверному сни-
жению уровня ГПЛ в крови в 1,46 раза (р<0,05).
При этом отмечено увеличение АОА крови после
введения ГЦ и КФП в 1,9 (р<0,05) и 2,1 (р<0,05)
раза соответственно. Таким образом, трансплан-
тация ГЦ и КФП приводит к снижению уровня ПОЛ
в крови животных и усилению активности нефер-
ментативной антиоксидантной системы.
Содержание ГПЛ в постмитохондриальной
фракции печени через 4 недели после ложной
операции было практически в 5 раз больше, чем у
интактных животных (рис. 2). Трансплантация
клеток эффективно снижала уровень ПОЛ в
печени. При этом более выраженный эффект
достигался при введении КФП – содержание ГПЛ
при таком варианте воздействия снижалось в 3,47
раза (р<0,05).
Состояние ферментативной антиоксидантной
системы печени оценивали по изменению актив-
ности каталазы, глутатион-редуктазы, глутатион-
пероксидазы и супероксиддисмутазы. Как пока-
зали исследования, развитие цирроза сопровож-
далось угнетением активностей всех изучае-мых
ферментов. Эти изменения наиболее четко просле-
живались при изучении каталазной и глутатион-
редуктазной активностей, которые снижались в
2,39 и 3,54 раза соответственно. Полученные
данные свидетельствуют об ослаблении фермен-
тативной защиты клеток печени от реакций сво-
боднорадикального окисления в условиях выра-
женной активности патологического процесса.
Введение Гц и КФП оказывало позитивный
однонаправленный эффект на состояние фермен-
тативной антиоксидантной системы печени. При
этом степень увеличения активности некоторых
ферментов зависела от варианта воздействия.
Активность каталазы – фермента, участвующего
в детоксикации перекиси водорода, достоверно
увеличивалась по сравнению с контролем на 60%
после трансплантации КФП. Введение Гц приво-
дило к незначительному изменению активности
этого фермента. Трансплантация КФП вызывала
увеличение глутатионпероксидазной активности на
80% (р<0,05). Увеличение активности этого
фермента после введения КФП было незначитель-
ным.
Результаты работы демонстрируют, что вве-
дение малых доз тетрахлорметана в течение 3-х
месяцев приводит к типичным для экспери-
ментального цирроза морфологическим и биохими-
ческим изменениям в печени [13]. В группе с
ложной трансплантацией биохимические пока-
затели крови свидетельствуют о значительных
функциональных и некротических изменениях в
печени животных как минимум в течение 5 недель
(начальный 10-ти дневный период после прекра-
щения введения CCl4 и 4 недели после ложнойтрансплантации). Изучение прооксидантно-антиок-
сидантного гомеостаза печени и крови животных
контрольной группы также свидетельствуют о
нарушении системы регуляции перекисных про-
цессов. Эти данные подтверждают, что после
отмены CCl4 восстановительные процессы в ор-гане, пораженном циррозом, развиваются медлен-
но, и поэтому требуют дополнительной поддержки
и стимуляции.
Внутриселезеночная трансплантация Гц и КФП
проводилась с целью поддержания функции печени
и восстановления ее гомеостаза. На моделях у
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Рис. 2. Содержание гидроперекисей липидов в пост-
митохондриальной фракции печени интактных крыс (1)
и у животных с экспериментальным циррозом через 4
недели после ложной трансплантации (контроль) (2),
аллотрансплантации криоконсервированных гепа-
тоцитов (3) или клеток фетальной печени (4).
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животных было показано, что гепатоциты, введен-
ные в пульпу селезенки, способны перемещаться
через портальную вену в печень (при этом часть
клеток остается в селезенке и может выживать
там в течение длительного времени) [11]. Боль-
шинство исследований в этом направлении было
выполнено с использованием зрелых гепатоцитов.
Наша работа отличается тем, что в качестве одно-
го из вариантов введения использовали КФП и не
применяли иммуносупрессию.
Классические работы по трансплантологии рас-
сматривают введение зрелых клеток печени как
эффективный способ коррекции печеночной недо-
статочности. В работе [10] приведены данные о
поддержке функции печени сингенными гепато-
цитами крыс, введенными в селезенку животных
с декомпенсированным циррозом печени. Такое
воздействие приводило к увеличению продолжи-
тельности жизни крыс, а положительная динамика
биохимических показателей коррелировала с коли-
чеством гепатоцитов, гистологически выявляемых
в селезенке. Описанные эффекты были установле-
ны в условиях использования сингенной трансплан-
тации, при которой трансплантированные клетки не
отторгаются. В нашей работе иммуносупрессия
не применялась. Однако полученные данные поз-
воляют предположить, что в течение 1 недели
после трансплантации введенные гепатоциты ока-
зывают временную эффективную метаболическую
поддержку пораженного органа. В этот период
была отмечена положительная динамика биохими-
ческих показателей крови, отражающих функцио-
нальное состояние печени: максимальное сниже-
ние уровня билирубина и увеличение содержания
альбумина в сыворотке наблюдали через 1 неделю
после трансплантации. Восстановление показате-
лей, характеризующих прооксидантно-антиокси-
дантное состояние печени и крови крыс через
4 недели после введения клеток, по-видимому,
свидетельствует о генерализованном позитивном
эффекте действия трансплантации криоконсерви-
рованных ГЦ, который сохраняется и после прек-
ращения функционирования клеток. Использование
для трансплантации криоконсервированных гепато-
цитов, возможно, также имеет преимущества,
поскольку при адекватных условиях заморажи-
вания у гепатоцитов удается сохранить на доста-
точном уровне некоторые гепатоспецифические
функции, а сама процедура криоконсервирования
иногда рассматривается как модуляция иммуно-
генности клеток [14].
При трансплантации криоконсервированных
КФП значительный органозаместительный эффект
на ранних этапах после введения невозможен,
поскольку фетальная печень этого срока гестации
не содержит зрелые специализированные гепато-
циты. Это косвенно подтверждается данными
биохимических исследований: максимальное со-
держание альбумина в сыворотке крови наблюда-
лось к концу эксперимента – через 4 недели после
трансплантации, а содержание продуктов ПОЛ в
печени в этот период было достоверно ниже, чем
при использовании ГЦ. Более выраженное дейст-
вие КФП на изменение этих показателей, возможно,
отражает реализацию их пролиферативно-диффе-
ренцировочного потенциала.
Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют, что в результате введения в селезенку
суспензий криоконсервированных клеток печени
течение экспериментально вызванного ССl4-инду-цированного цирроза облегчается. Позитивное воз-
действие введенных клеток на пораженную печень
обусловлено восстановлением активности анти-
оксидантных систем организма. При этом макси-
мальный и долгосрочный эффект достигается при
введении криоконсервированных клеток фетальной
печени. Для детальной интерпретации полученных
данных необходимо проведение дополнительных
экспериментов, позволяющих выявить возможную
локализацию введенных клеток, а также их спо-
собность выживать в организме реципиента.
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